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【要約】 
【はじめに】 
乳癌をはじめとする悪性腫瘍の予後を決める最も大きな因子は、局所浸潤お
よび遠隔転移であるといわれている。腫瘍細胞が浸潤あるいは転移を来すメカ
ニズムは非常に複雑なものであり、多くの遺伝子の発現あるいは抑制が関与す
ることが知られている。浸潤および転移のメカニズムには、胎児組織の発育に
必要とされている上皮－間葉転換が必要であることが最近の研究で知られて
いる。上皮－間葉転換には FGFR-2 などの遺伝子が作用することが知られてい
て、これらの遺伝子では、多彩な遺伝子の産生を可能とする選択的スプライシ
ングが作用すると考えられている。選択的スプライシングはある特定の遺伝子
内に相排他的なエクソンの挿入することで、多数の mRNA やタンパク質の同位
体の産生を可能とする。多くの癌遺伝子においても同定されていて、発癌の原
因または結果と考えられている。Enabled/vasodilator-stimulated phosphoproteins 
(Ena/VASP)の一種である human ortholog of mammalian enabled (hMena)は細胞運
動に関与するアクチン制御タンパク質であり、正常な胎児組織内に、神経細胞
の遊走に関与していることが知られている。この蛋白にはスプライシングアイ
ソフォームが複数存在することが知られていて、浸潤性腫瘍細胞に発現する
hMenaINV と間葉－上皮変換を示す細胞に発現される hMena11a が存在する。
hMena の制御には知られていないことが多くあるが、CD44 と同様に上皮－間
葉転換でスプライシングを受けるとの報告もある。本研究はヒト乳癌の発生と
進展における hMena スプライシング同位体の発現変化の詳細を手術検体で解
析することにより、これら同位体発現の意義を検討した。 
【方法】 
2005 年から 2012 年の間に旭中央病院で手術によって切除された 50 例の浸
潤性乳管癌切除検体、45 例の非浸潤性乳管癌切除検体および 10 例の乳管内乳
頭腫切除検体が用いられた。これらの検体は切除されたのちにホルマリンに固
定され、パラフィンに包埋された状態で保管されていた。病理学的な検索は現
在使われている TNM 分類(第 7 版)を用いて行われた。組織学的に病変部を確
認したのちに、10μm の厚さの薄切切片を作成し、病変部をレーザーマイクロ
ダイセクションで採取した。病変部位として、腫瘍が間質内に浸潤する部位(い
わゆる tumor front)と腫瘍が乳管内に限局した上皮内病変が採取された。採取
された検体の面積は最低で 2mm2あるようにして、炎症細胞の浸潤を高度に認
め部位や壊死を認めた部位は極力含まれないようにした。採取された検体から
市販の試薬を用いて RNA を抽出し、TaqMan Probe を用いた real-time PCR
で hMena, hMena11a,および hMenaINVの各スプライシング同位体のmRNA発
現量を計測した。内因コントロールとして GAPDH を用い、対照群として各検
体に含まれた正常乳腺組織を用いた。 
さらに、上皮系形質(HeLaS3, MDA-MB231, BT549)と間葉系形質(MDA-
MB468, MCF-7, T47D, ZR75-1)をそれぞれ発現する培養細胞を用いてウェス
タンブロットを行い、Vimentin、E-Cadherin、hMena11aおよび hMenaINVの
スプライシング同位体の発現を解析した。 
【結果】 
過去の報告から hMena11aは非浸潤性乳癌細胞で発現し、hMenaINVは浸潤性
乳癌細胞に相互排他的に発現することが予測されたため、まず、浸潤性乳癌症例
において、浸潤の無い乳管内病変と浸潤性乳癌病変において、２つの splicing 
isoform の発現を比較した。非浸潤性乳管内病変の癌細胞では hMena11amRNA
が高発現し、浸潤性乳癌領域では hMenaINVmRNA 発現量が増加していたが、
いずれの病変にも 2 つの isoform が確認された。一方、正常乳腺組織あるいは
乳管内乳頭腫では発現を確認できなかった。この結果からは乳管内増生を示す
非浸潤領域の乳癌細胞にも hMenaINVmRNA を発現する浸潤性性格を持つがん
細胞が混在する可能性が考えられた。この可能性を検証するために、上皮内癌 
(ductal carcinoma in situ, DCIS) 症例について、2 つの hMena splicing isoform 
mRNA の発現を検討した。DCIS 症例において hMena11amRNA の発現が高い
ことが確認されたが、浸潤性乳管癌症例の非浸潤乳管内領域のがん細胞群と同
様 hMenaINVmRNA も低発現ながら有意に存在することが確認された。これら
の結果は、 「2 つの hMena splicing isoform が相互排他的に発現する」とす
る定説が、一部の乳癌細胞においては必ずしも当てはまらず、同一がん細胞に２
つの hMena splicing isoform が共存する可能性を示唆するものと考えられた。
このため、浸潤性の弱い細胞株から浸潤性の強いヒト乳がん細胞株 6 株の
hMena splicing isoform の発現検討を行った。5 株については浸潤能の有無に対
応して hMena11a, hMenaINV の発現は相互排他的に認められたが、非浸潤性の
MDA-MB468 株においては 2 つの splicing isoform の発現が認められた。この
結果は乳癌症例の検索結果と一致し、がん細胞のプログレッションの過程では
相互排他的な hMena splicing isoform の発現制御が乱れることもあることを示
唆する。 
【考察】 
Mena は細胞遊走に関わるアクチン細胞骨格形成の制御に役割を有している。
過去の報告では、hMena11aスプライシング同位体の発現は上皮系形質を示す 細 
胞 、 hMenaINV スプライシング同 位 体 は 間 葉 系 形 質 を 示 す細 胞 
に発現するとされている。また、この同位体発現は ERSP1 および ERSP2 によ
り制御されており、この制御分子発現により hMena11a の発 現 が誘導され 、
この制御分子 発 現 の 低 下 は hMenaINV 発 現 を 引 き 起 こ し 、 上 
皮 -間葉転換を促進すると考えられている。 
本研究のヒト乳癌の手術検体の検索において、正常乳腺組織におけるこれら
スプライシング同位体の発現はほとんど認めなかった。また、乳がん組織では
hMena11a スプライシング同位体優位の発現パターンは組織の悪性化、そして
hMneaINV スプライシング同位体優位の発現パターンは悪性腫瘍のプログレッ
ションを示すものと考えられた。さらに、実際のヒト乳がん組織の検索や培養細
胞を用いた実験から、腫瘍細胞の一部においてはこの選択的スプライシングの
switching は必ずしも厳密に相互排他的に機能せず、発現時期の異なった同位体
が同時に発現する腫瘍細胞群が出現する事実が示された。 
 以上、この研究結果より、hMena splicing isoform である hMena11a と
hMenaINV の mRNA 発現解析は、乳管上皮の悪性化および乳癌の進展を予測す
る有用なバイオマーカーと考えられ、その測定により、乳癌の進展を予測し、適
切な治療方法を展開できるものと考えられる。さらに、この研究は、がん細胞に
おける選択的スプライシングによって派生する同位体の発現様態と生物学的な
活性の解明が、癌の診断と治療戦略の進歩に大きく貢献する可能性を示してい
る。 
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